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L OBJETIVO

Verificar que una formula hidromiscible que contisne paimitato de retinol puede ser

absorbida por ratas de laboratorio.

1.1 Comprobar que la Vitamina A en dicha formula hidromiscible es transportada

Dpor medio de la sangre y all da principall en el higad:

1.2 Comprobar que la fdrmula hidromiscible de Vitamina A del estudio, tiene un

comportamiento equivalente al de una formula de Vitamina A de referencia ,

e 1,

imdola como comp diatético por via de administracién oral en ratas

de laboratorio.

1.3 Comprobar que la capacidad de absorcidn por via oral da vitamina A en los

animales entre una formula y otra, no presemta una diferencia mayor al 5%.



IL INTRODUCCION
Dentro de las Vitaminas liposolubles, la Vitamina A fuega un papel muy importante
en la nutrictén h , ya que aunque actiia en pequefl idades, su deflcienci
produce ratardos en el cr y dificaciones en difsrentes tefidos,
especialmente an la membrana epitelial y , reduciendo al mismo  Hempo la

resistencia a las enfermedades , alteraciones visuales y en la utilizactén de
proteinas en la diaia (46). Se ha demostrado ademas que guarda una intima relacién
con el metabolismo  dal hierro, causa por la cual su dafictencia puoda Hegar a
producir anemia (29). De la misma forma y debido a que puede parmanecer
almacenada un aflo, un exceso de Vitamina A puede llegar a producir efectos de
toxicidad, como lo son una pérdida en la integridad de la membrana, trayendo como

fa, d 1dr: de la piel y membranas mucosas e hipercalcemia (20).

Debido a esto y a los problemas nutricionales que existen en los palses en vias
de desarrollo que no tienen una dieta balanceada, ya sea por ignorancia o bien por

Jalta de recursos, se han b do posibles soluci, al probl En Latino América

el INCAP (Instituto de Nutricién de Centro América y Panamd) fue plonero en ¢l
desarrollo de procesos para la fortificacidn de aznicar con Vitamina A. En 1982 en
Guatemala se llevs acabo un programa de fortificacion de anicar con Vitamina A, a
nivel Nacional, periodo durante el cual Majla y Arroyave estudiaron los afactos

st

pr por los bios en la nutricion, los indicadores bioquimicos en nutricidn

de hierro y metabolismo en la misma poblacién. De acuerdo con esto los laboratorios

Jarmacéuticos han desarrollado formulas que parmiten la fortificacion de exicar (29).



Una de estas formulas es el objeto de nuestro estudio, ya que para poder ser

distribuida, se nscesita probar que la f6rmula pueds ser absorbida y aprovechada en

el organismo. Esto fue probado haciendo un o Bioldgico de la fsrmula en ratas

da laboratorio.

En este estudio fus interesante observar, independientemente, todos los

probl que !/ en el org la dafi fa de un el tan

importanta como lo es la Vitarnina A,



Il. GENERALIDADES

La csguera nocturna es una enfermaedad reconocida desde los antiguos
pobladores de Greciay Egipto. Para su cura se utilizaba el fugo de higados cocidos
aplicados en los ofos da los pacientes o ingerido por los mismos (49). El principio
activo en ¢l higado es la Vitamina A, que fue identificada como factor de crecimiento
on 1915 y caracterizada quimicamente on 1930 (30).

A principfos de este siglo en el aceite de higado de bacalao se descubrié la

existancia de un importante factor nutricional que prevenia el raguitismo

y una enfermedad ocular llamada xeroftalmia, llamdndole "Vitamina A liposoluble”.
En 1922 Mc Collumn informd que dicho aceita contenta 2 vitaminas diferentes, una
de allas ofectiva contra el raquitismo y la otra capaz da prevenir y curar la

enfermedad ocular, conservindose para esta el nombre de Vitamina A (6).

La Vitamina A en dosis prolongadas es particularments efactiva en

tr I de enfarmedades de la pial, como sidad o queratinizacién (45).En

la década pasada fue utilizada en el tratamiento del céncer de rifidn, pero debido a
que se necesitaban grandes dosis para su afectividad, su relativa toxicidad hizo

)

que su uso disminuyera. La mayor accién de los r es en la pr cién de la

e n

nsoplasia, y algunos son activos contra tumores. Los car o

cantidades, se han utilizado en la pre 16n del céncer, pero todavia se sigue

investigando (5 y 42).

II. I Estructura Quimica y forma activa
El término Vitamina A se usa gendricaments para todos los derivados de las beta-

14,

, los caroter de provitamina A, los carotenos alfa, beta y gamma y el

1




trans-retinol (34). Son todos compuestos isopranoides con un anillo carboxilico de

seis miembros y una cadena lateral ds once dtomos (22).

Retinol

De los cuatrocientos carotenoldes conocidos, sélo treinta tienen actividad

blolégica. En adicién a los que se encuentran en la naturaleza, un gran nimero de

L], A,
&0 P

ser si dx

El retinol es la forma mas comin en los tefidos de los mamiferos, peces marinos

y ¢l retinol 2(3,4 dehidroretinol), comein en los paces de agua dulce.

Los carotenos alfa, beta y gamma, no tiensn actividad por st mismos, pero se

ten en Vitamina A en la ! @ higado por reacciones enziméticas

(22) . Las tres formas biolégicas activas son el retinol, retinal y dcido retinoico (20).

Los ésteres de Vitamina A son més estables que la Vi A por st sola. La

estabilidad de Vitamina A, es afectada por el calor, luz y aire y el factor més

importante ¢s la oxidacié @ s lizada por trazas de metales como ¢l hierro y el
P! qu P

cobre. La oxidacién puede ser inhibida con la adicién de ide . Asi mismo,

la Vitamina A es bl do se call en dsfera Ingrte y temperatura



modaerada en la obscuridad. Con la luz ultravioleta ( 325 - 328 ), es destruida o
biolégicamente inactivada.

La Vitamina A disugita en aceite con bajo contenido de perdxido es estable por
tres moses cuando se guarda en frascos bien cerrados, y los ésteres de Vitarmina A en

las mi, dici , Son mas bl

En preparact da multivitami, la ina hidrolizada sola o en
combinacidn con clorhidrato da cisteina protege bien a la vitamina A. Aminodcidos
como la aspargina, glicina, cisteina, fonina, deido glutdmico y triptofano, no dan
una buena sstabilidad a la vitamina A, para aly

La estabilidad de la vitamina A depende de la naturaleza y pH del medio
suspensor y de las /] de Vitamina Bl en el caso de fdrmulas liquidas

orales. Se ideran dicie J ds als { parala Vi ina A, un
pHenslmadio de 6 y un sistema compussto de sorbitol - propilenglicol - glicerol
atilaloohol (2:1:1:1), jarabe de axicar - glicarol - agua (2:2:1) y jarabe de anicar -
glicerol (1:1), los cuales conservan un 70% de vitamina A durante 5 meses (18).

1.2 Fuentes de Vitamina A
1.~ Fusntes Naturales.-Se encuentran en los tefidos de los mamliferos siendo al higado

una excelents fusnte de Vitamina A, peces marinos, en algunos peces de agua dulce

I A, h

(22), en los frutos amarillos y veg pig como horias y espinacas

€2).También se arren los all tales como productos licteos: lscha,

crema, mantequillay en la yerma de huevo (2y 6 ).

2.- Fuentes Farmacéuticas.- En forma farmacdutica la Vitamina A puede

A

arse en soluc, o ampoll bebibles, en emulsiones de aceits de higado




de b I binada con vi )

D; y en combinacién con Vitamina C en gotas y

solucionss. En pomadas a base de cloruro de Zinc en ampolletas combinaday con

N 1

ipto, , 8 I, y aceite de higado de bacaloo (10), y en cépsulas para

administracién en forma oral.

.3 Funcién Biolégica

La vitamina tiene relactén con las furci del ofo, el crecimi la reproduccidn, la
diferenciacion  celular, la secrecién y las res; i Excapto en ¢l
caso de la visién, no se conocen los macanismos celulares responsables. La Vitamina
A las células epiteliales en un estado de humedad y ablandomi En los
casos de deflciencia, astas células spiteliales ( capas externas de la piel, revestimiento

da los aparatos gastrointestinal, respiratorio y urogenitalj se secan y queratinizar,

TN

Y. » estar relacionad

este proceso con la proteccidn contra organismos
infacciosos. La Vitomina A es necesaria para al conversién ésea de osteoblastos en
osteoclastos y para la diferenciactén y funcidn normales de los emeloblastos { céiulas
del esmalie dental } (20).

a} Funcién somética.- Desarrollo y diferenclactén ds la estructura spitslial y huesos.

Las formas e Vitamina A involucradas son: retinal, retiniléster y dcido retinot

b) Reproducctén.- Esencial para esper dnesi énasis, desarrollo de la

& 3 &

placenta y crecimiento fotal y ambrionario.

¢} Proceso visual.- La Vitamina A se requisre para la visién en la obscuridod y
posiblemsnte para la percepcién dal color.La forma activa de la vitamina A en la
visidén es el retinaldehido (45).



0.4 Metabolismo

Después de la ingestidén de ali con Vi A y car ides, éstos son
Iltberados por la accién de la pepsina en el astdmago y varias enzimas proteoliticas
en la parte superior del tracto 1 inal. Los carotencides y los derivados de Vitamina

A gensralmente se agregan dentro de los glébulos de grasa que son despuiés
dispersados en la parte superior del intestino por conjugacién de los deidos biliares.

Los ésteres de xantdfilas y Vitamina A que se an en las It lipidicas
son hidrolizados por varias estearasas en los fugos pancredticos, forméndose

carotenoides y vitamina A libres.. Los triglicéridos, fosfolipidos y ésteras de colesterol

son hidrolizados en conjunto . Las particulas emulsificadas resull son difundid
dentro de la capa ds las glicoproteinas alrededor de las microvilis de las cétulas

piteliales dal i ino y después son absorbidas. Las enzimas de la mucosa del

/ ino delgado ferten ¢l beta - carotenn y ol retinal en retinol. Una vez en las

mucosas el retinol es reesterificado ( palmitato ) y transportado a-los quilomicrones

linféticos hacia la circulacid émica. Los quil, ones liberan sus ésteres an ol
tefido adiposo y éstos son transportados hacig el higado para su almacenamiento en
clacién con las gotitas lipidicas de los hepatocitos. El éeido retinoico (més polar)

es directamente absorbida en circulacidn portal, sin embargo no se almacena n

higado, sino que se excreta en la bilis como un conjugado glucurdnico (20y 24 ).

TRANSFORMACION DE VITAMINA A Y CAROTENOS EV LAS CELULAS
MUCOSAS.-

Una varledad de factores influye en la eficiencia de la absorcidn de carotenoides y

vitamina A, talss como la presencia de grasa, proteina y antioxidantes en los

i la pr cla de bilis y una composicidn normal de enzimas



pancredticas en el lumen intestinal y la integridad ds las células mucosas. De
cualquier manara el retinol es absorbido de las soluciones micelares por detergentes
iénicos o no idnicos, la absorcién de carotenoides pareca temsr un requerimiento
especlfico de sales biliaras y tiende a ser muy lenta. La eficiencia de la absorcidn de
la ingestién normal de vitamina A es 80 - 90 %6 , con una ligara disminucién en la
aficiencia con dosis elevadas. La eficiencia de la absorcién de pequefias cantidades de

bata- caroteno es del 40 - 60 %6 y decrecs con el incremento da la dosis (14).

La mayoria del retinol absorbido es esterificado con el deido palmitico en las
células (38). La coenzima A y ATP son requeridas para dicha esterificacidén sin
embargo también se puede llevar a cabo la trans-esterificacién con fosfoliptdos y

otros acil-donadores (12).Parte del retinol puede ser oxidado a retinaldehido

y otros car ides de provitamina A se unen en una larga cadena por medio de
dobles enlaces (15-13) produciendo dos moléculas de retinaldehido (13 y 13).1La

zima que cataliza esta reaccién es la 15 - 15 —caroteno - dikidrogenasa, enzima

soluble, cuya actividad disminuye con una proteina inadecuada. Alg car id
hidroxtlados pueden producir una molécula de retinaldehido por una excéntrica
union de la cadena de car ide sguida de un corte de la cadena. Mucho del

Lo b il Y

retinaldehido formado es reducido por la reti a retinol, que

después es esterificado. El retinilester junto con trigliceridos, fosfolipidos y ésteres de
colesterol, son después incorporado dentro de un quilomicrén (39).

La sl qus v r 114 ¥ peq 5 tidnde de retinol es

9

transportada a través de la linfa dentro de la circulacidn gensral. Muchos
triglicéridos dentro de la quilomicra son degradados con relativa rapidez por la
protein-lipasa resultando un paquefio pero denso quilomicrén remanente. El residuc
es removido por la circulacién hacla ol higado (9). Sin embargo, pequefias cantidades



10

Vitamina A son adas en hos teftdos; mas del 90% de la vitamina A es
almacenada en el higado (33). La forma al da de vitamina A es probabl,
un complejo lipoglicoproteinico, en dicho complefo, la inaA s a en un

96% como retiniléster y un 456 como ratinol no esterificado (19).Un fusrte enlace de

retintl-ester-hidrolasa esté asociada con el complefo que, en pr ia de un acepl

de proteina, hidroliza al retinil éster y transflere @l ratinol al aceptor. Un proceso
similar ocurre en los hepatocitos. La hidrélisis del éster es catalizada por la retinil-
palmitato-hidrolasa, que ftransflere al trans-rstinol una proteina fijadora ds
retinol (RBP) (36). el resultants holo-RBP es procesado dentro del aparato de Golgi y

con la ayuda ds los microtibulos és secretado dentro del plasma (40).

El RBP hs 88 una cadena polipeptidica que poses un sitio de enlacs para

todo sl trans-retinol. En el plasma, el RBP forma un complsjo 1:1 molar reversible
con prealbimina, un tetrémero, que tamblén es acarreador de las hormonas tirotdeas
(28). La vueita de la holo-RBP en ¢l plasma es répida. La vida media de la RBP

) 1h & ot 1 1

con la pr an gos es de once a diacisels horas, en forma libre

#s de cuairo horas. Con deficlencia de vitamina A en el plasma, el RBP disminuye
50%6 y aparece en la forma apo y su acién (37).

La concentracidn de RBP #n snfermedades crénicas del rifidn y son

moderadamaents elevados en mujeres que toman estrégenos andlogos a los férmacos
anticonceptivos. Una severa malnutricién protsica baja los niveles de RBP an
aproximadamente un 50%6 (31).

En condicionss normales, la concentracién de RBP en plasma ¢s

cuidadosaments controlada. La ad acidn de dcido retinoico como quiera que

sea, baja marcad. las f de RBP en plasma. Se cree que algunos



mensaferos ( incluyendo deido retinoico) de los iejidos parifericos, prowe de
seflales positivas o negativas al higado para la liberacién adicional de holo-RBP (21).

De varios pr que involucran vitamina A , la combinacién de trans-retinol
con RBP en el higado es la mas especifica. Sin embargo, otros andlogos de Vitamina
A se pueden acomplsjar con RBP en condiciones de laboratorio. La administracién de

deido retinoico esté principal) enlezada a la seroalbimina en el suero, la cual

/o

tlene una alta afinidad con dcidos grasos (47).

Después de que la holo-RBP se une a la superficis de la célula, todo el trans-
retinol es transferido al interior de la célula y la apo-RBP resuitante es liberada. La
Jorma apo, la cual enlaza con menos fusrza que con holo-RBP, pueds cambiar su
conformacién y unirse proteoliticamente antes de su liberacidn. La apo-RBP

que no se une a la prealbimina es llevada por células dal rifidn y degradada. Debido

a que la vitamina A es te usada en el tratamiento de varias enfarmedades

Mo, toldof,
-3

de la piel, las células epiteliales anormales formadas en p

pueden tener receplores para holo-RBP (7).

METABOLISMO Y EXCRECION.- El bata-carolano y otros carolenoides de

y

reacclonss sirmilares ocurren en el higado y en otros érganos. Retinal y retinol son

provitamina A son convertidos a retinal en las célul, del 1

probablemente convertidos reversibl en pr fa de NAD o NADP.La

esterificacién y des 1ficacién de la vitamina A ocurre extensy en 3

higado y otros tefidos y es catalizada por dos difersntes grupos de snzimas, las
il i y las hidrolasas.(24)




Biolégi el retinaldehido os convertido en pr ia de nicotinamid

darnir-di, ledtido o adenin-di; [

a dcido retinoico, que pusde ser oxidado
por medio de NADFH a ac. 4-hidroxiretinoico (17).

El deido retinofco y sus meatabolitos puedsn ser reducidos en sus cadk
oxidativamenta con una pérdida secusncial de bidxido de carbono o fragmentos de 2 y
3 carbonos. Finalmente, una epoxidasa pusde convertir 4cido retinoico a deido 3,6-
epoxiratinoico (23).

En general los productos obienidos que tienan poca o nula actividad bioldgica,

son excretados en orina, sin embargo, los productos de oxidacién que 1
cadenas intactas, son excretados en la bills. En ultimo caso, la mayoria son productos

altamente polares incluyendo bata-glucurénidos de retinol y beido  retinoico (47).

Una poreidn significativa del retinol beta-glucurénido biliar y probablemente
da otros derivados mds polaras, es reabsorbido en el intestino y regresado al higado.

La circulacion sntarchepdtica de los derivados de Vitamina A ocurre de forma
similar, una fraccidn significativa del retinol que es acarreado a los tefidos por medio
de RBP es ssterificado y transportado otra vez al higado. La eficiencia de estos dox

4 1,

nuutr

mecanismos de reciclafe pueds estar influsnciado por los requer
da vitamina A en condici ificas (40).

r

Cuando se requiere Vitamina A, el palmitato de retinol aknacenado es
hidrolizado y el retinol libre, se combina con una proteina fijadora de retinol. El
complefo PFR-ratinol es segregado a la circulacidn donde se une a la prealbimina.

esta complefo es transportado a la circulacién hacla tefidos efectores que poseen



raceploras espacificos para la PFR y el retinol es transferido intracelularmente hacia
otra proteina fijadora de retinol ds citosol (PFRC). El complnjo. PFRC-retinol
probablemente transporta el retinol hasta su sitio de accién funcional en el interior de
la célula (23).

La Vitamina A es excretada por la orina y las heces facales principalmente en
Jorma de detdo retinoico y otras formas no identificadas (1,32).

I1.5 Vitamina A, deficiencia y toxicidad.

La deft de vitamina A genorak o5 endémica y ocasionalmente aparece en
sociedades desarrolladas en pacientes que padecen de mala absorcién, desérdenes de
transporte o enformedades del higado. La toxicldad genaeralmente ocurre con al abuso

de suplementacién o terapia con vitaminas.

Como se ha demostrado en la literatura, en el metabolismo de Vitamina A y

homeostasis del retinol en suaro, la concentracién de retinol en suero es regulada

si los al del higado esidn en concentraciones fistoldgicas
adecuadas (20-300 microgramos/g de higada), sin embargo los niveles de susro son
indicativos del estado de al) 1 de vitamina A, sdlo si existe disminscién o

exceso de Vitamina A. Con una deficiencia marginal ocurre un dafio en el tejido
perifirico antes de que los cambios en los niveles de retinol en susro ocurran . Al

principio de la hipervitaminosis A los bios en los nivelss de vitamina A en

susro también ocurren tarde. Es por esto que la determinacidn de vitamina A en suero

no da ninguna informacidn sobre las reservas de vitamina A en higado (16).



1.5 1. Deflciencia

La deficiencia se_ha estudiado en animales y h los signos
primarios incluyen pérdida de apstito, crecimi deficiente, baja resistencia a
infecci ¥ resp 1) légica defici (50). Estos sintomas son identificados

do la aclén de Vi A en pl decas de 20 a 50

I o

microgramos/dl. Con la deficiencia ocurre keratinizacién de los tefidos spiteliales en

los ofos, gléndulas exdcrinas, tracto gastrointestinal y genitourinario con la reduccién
de secretacidn de células de la mucosa. Los cambios mds tardios en animales inchiyen

alteraciones en el sistema nervioso, bi h topoydticos, esterilidad,

{

Mﬂlﬁn " fo1d yln 1

la muerte con infecciones secundarias. En

humanos los signos clinicos mds importantes son las manifestaciones oculares (13)

1.5.2 Manifestaciones oculares

La xeroflaimia es el caso mds comiin de ceguera en nifios sn todo el mundo, Una
estimacidn reclente, suglere que aproximadamsnte 250,000 nifos contraen
anualmente esta enfermedad. Muchos otros sufren por una malnutricién protein-

energética (PEM} como marasmo o kuasiorkor, la mortalidod de 10 - 20% estd

relacionada con paci, que sufren de xerofialmia.
La xeroflalmia ha sido {da como endémica en has ctudades del sur
y este de Asia y parte de Lati dricay r on cludades de Aftica y Madio

Oriante. En estas zonas la xeroflalmia s causada  por virus trayendo serios efectos

en la nutricién de los nifos (48).

En muchas ciudades desarrolladas los vegetales no son suficientes, en estas
circunstancias los nifios pequeflos, y las nwujeres embaorazadas y lactantes son

especialments afectadas. ¥ no es que las frutas y vegetales no se puedan obtenar, la



daficiencia ocurre porque aungue las altas zonas endémicas estdn situadas en zonas
tropicales y subtropicales, el problema radica an qus Ia madre tiens una alimeniacién
a base de arroz, trigo, maiz y papas que contienen nada o casi nada de carotenos
incluyendo esto en la digta del bebé a edad temprana. La lscha de vaca no as rica en

" "

Ay ol incr en el requerimiento durante el crecimiento y durante

infeccionas, no pusde ser cublerto sin una suplementacién.

Sin embargo la xeroflalmia es primeramante ocasionada por una mala
absorcién en la sintesis de RBP. La dista de grasas es ria para el boli.
y absorcidn de car idas y vitamina A en el / (19y41).

I11.5.3 Mantfestaciones sométicas de la deflciencia de vitamina A

‘Crecimiento y desarrollo.- En animales expari) les, una deficiencia temprana
decae en una ocompleta interrupcién dal cr { Estas condici. resultan de
una reduccién an el de alf anorexia), qua en este estado no estd

asoclada con una distorsién en el gusto y en el olfato, las cuales si ocurririon con una

deficlencia crénica. En niflos | 0 en crec , la determinacién del
crecimiento estd {ada con una deficiencia de vitamina A. Infecci ala par con
ol creci ocurren 7] te funto con otras deficiencias en niflos con niveles
bafos de vitamina A . .

Piel.- La respuesta de la piel a la dafictencia de vitamina A es diferente en nifios y en
adultos. En adultos la lesidn mds comin es la hiperkeratosis y va precedida yo
acompafiada de ocné. Estas lesiones prevalecen en dreas de la piel que contienen

varias gléndulas sebéceas.Estas lasiones no son comunes en nifios.
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St dn.~ La defl fa de vitamina A pueds causar cambios metapldsticos en el

pusrco ds Guinsa. Anormalidades en el gusto y el olfato, pueden contribuir al

dacr en la ingestién de all que ocurren con deficiencia de Vitamina A
H pofesis.- La daficiencia de A sa identifica como la causa de la anemia
de Wolbach y Howe. Alg dios muestran que una répida disminucién de las

reservas de vitamina A, produce una severa  anorexia; disminuye la ingesta de agua,

que recae en la reduccicn del vol de pl La ta por  deficlancia de

itamina A es paRada de hipoferremia, que es un almacenamianto anormal de

hierro en el higado y en pequeflos niveles en la circulacion.

Resi. a las infocct -La deflclencia incr la ptibilidod a
infeccionss, espectal respiratorias y digestivas. Los 1 i 1égi
no son efectives, dismij la sintesis de anticuerpos y las células de la dad,

Se pierds la proteccién epitalial y la secracién mucosa favorsce la penstracién de

microorganismos en el tracto respiratorio e intestinal. Una inanicién general favorace

P Py

¢l cr de organi. patég

Reproduccidn.- En animales la deficiencia de Vitamina A Hiena un efecto adverso en la
reproduccién. El efecto mds aparente es una deficlencia severa que evita la
coneepeién, causando la absorcion o reabsorcidn del fato (45 y 51).

En animales produce bios en el plexo, la absorcién del fluido

cerebroespinal y una contraccion intracraneal. En fetos da consfo se prodice

hidrocefélea.



I1.5.4_Toxicidad
Ia 1. lol ‘kla (o % ) Jva"a ) A, Jr A A d"a‘daiy
de la duracién del consumo excestvo de Vitamina A; los nifios pequefios son
special ptibles. La toxicidad se presenta con presién intracransal, vomito,
dolor de cabeza y estupor (26).
Los principales sint de la toxicidad incluyen anorexia, resequedod,

descamacién de la plel, comezdn, calda del caballo y crecimiento de una membrana

que rodea al hueso, adel, /s de los h pequeflos da la mano, ples y huesos

o

largos, alargamiento del higado o bazo y veces papiledema, visién doble y

tumor carebral. La concentracion de vitamina A en plasma aumemta a 200

microgramos/dl. (44).

La hipervitaminosis se presenta con 300 microgramos/dl de plasmo. Un

prolongado y excesivo de horias, naranjas y espi , estd implicad

con una alta acién de vitamina A.

La hipercar es sionalmente reportada en diabetes melitus,

hipotiroldismo y anorexia nervosa (27).

II.6 Separaciény cuantificacidn de vitamina A

Para las determinaci de vitamina A, en Iqui étodo que se siga, se
pueden prasentar interforencias debidas a carotenoides, grasas, ceras, compusstos
lipidicos, ~asteroides , otras vitaminas liposolubles, isémeros o productos da

oxidacion de la vitamina A y aditivos presentas en el material que se va a analizar. S



las cantidadss de lipidos o materiales de interfarencia son relativamenta bajas, como

n A, . YA, ol

en @l caso da suero g , S8 p T s/

-y
108

rompiendo el complsfo proteina-vitamina por di lizacidn con alcohol, ssguid.
de una extraccién con un solvente que solubilice la Vitamina A. Incluso si la
cantidad de lipidos no es tan grande, comparada con la cantidad de vitamina A,

como en el caso del higado, no se requiere de una digestién alcalina (1).

Para muchas muestras, la hidrélisis alcalina o saponificacién as requerida
para convertir los retinolesteres en retinol, de esta forma, la materia saponificable
os descartada en la fraccién acuosa. La digestién alcaling, al mismo tlempo rompe
gelating, pectina o matrices similares que estabilicen los productos de vitamina A,
con la finalidad de liberar los esteres de retinol, por medio de la hidrélisis y la
extraccion. Si la forma da vitamina A presente es desconocida, o hay mds de una
forma presente se requiere de la hidrélisis alcalina. El dimetil sulfoxido, agua

calients, glicerina o soluciones de fosfatos, han sido usadas para tratar de liberar

la vitamina A de las matrices estabilizadoras (1).

St se 7 A tidades de car ides en el extracto

%Y

btenido de vitamina A, la correccidn puede ser hecha por medio de un ensayo

colorimétrico. Grandes dades de car tdes pued sor v vidas por

cr grafia en ali gnesia o silica gel. Materiales fluoréscentes

irrelevantes en el extracto, como el fitoflueno, pusden intervenir en los métodos

fluorométricos. Esteroides, otras vitaminas y productos de descomposicién interfieren

en las determinaci fo étricas, y la cromatografia en columna no los

i cd

isfactori, Una ventaja de los ryos de HPLC es que la vitamina

Y

remueave

A puede ser separada de sustancias con las que se encuenira intimamente

rel da, sel do la col: y el sistema de solventes adecuados (1).



16,1 Método espectrofotométrico

Principio.- El trans-retinol en isopropanol presenta absarbancia mdxima a 325 nm.
La excitacion a la longitud de  onda es directaments proporcional a la concentracién

de la vi A La dad total de vitamina A, puede ser determinada si se
, la acion, el grado de excitacién, el grosor da la celda y el factor (al
valor de F r dado internacional es 1,830 y es vdlido sinicamente para

Retinol puro en isopropanol y puede ser aplicada a sus ésteres, sélo después de
saponificacion). La curva de absorcién en el ultraviolsta, en los esteres de vitamina A
en isopropanol se encuentran entre 326 y 328 nm. El factor utilizado para convertir el

fi de extincidn en vitamina A en este caso es de 1,900 (43).

i

Desafc de aste método tuni puede ser utilizado, cuando se

Y

tiene la certeza de que no  hay otra substancia presente que pueda absorber luz entre

300 y 350 nm; porque se obtendria un falso valor de vitamina A al obtensr una
"absorcidn irrelevante”. Para supsrar esta absorcidn irrelevante Morion & Stubbs

hicieron una correccidn midiendo la absorbancia a 325, 310, y'334 nm.

1.6 2 Método fluorométrico

Principio.- Este método di de de la acidn de Retinol para medir la

(d

vitamina A contenida. Un extracto de la muestra es excitado por radiacién a 330

nm y la emisién fluor os madida a 480 nm. El sulfato de gquinina puede ser
usado como esténdar secundario para calibrar el fluordmstro en cada serie de

dsterminaciones.
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10,

Las medicionss fluorométricas, con fr ia son mds especif que las

medicionas por absorbancia porque muchas substancias que absorben en la region

del ultravioleta, no presentan fluorescencia. Ds todas formas, en extractos de

b /, B1fe

diferentes tipos de muestras (sangre), las Sleor se
después de una hidrdlists alcaling, extracctdén son solventes orgdnicos y
cromatografia, o haciendo una correccién a la férmula (1). Sin embargo se ha

s

ado que el método puede ser aplicado, midisndo el Retinol direct on ol
suero, sin necesidad de hacer una extraccion previa con solvantes orgdnicos. El éxito

de este mitodo dependa de la relativa alta fluor ia del complej

on la aplicaci
Retinol-RBP a la longitud da onda de excitacion da 335 nm, comparada con la de
Retinol libre. Debido a que el suero sélo tiene que ser diluido antes de medir la

Sluorescencia, el costo de los reactivos es minimo (11).

El mitodo es ttil para andlisis de rutina de control de calidad y en nivel
nutricional de leche entera o fortificada, y productos ldcteos, ya que en estos
ch hay pequef {dades de productos de interferencta. La parte de

Pr
vitamina A que corresponde a carotenoides de pro-vitamina A no puede ser medida

por este método (1),

I1.6.3 Método colorimétrico
1) Tricloruro de antimonio.

Principio .- El método esta basado en la dicion del color azul obtenido como

resultado de la r idon da  vitamina A con el tricloruro de antimonio (o aigun otro

deido de Lewis). La absorbancia en este complajo se encusntra alrededor de los 629
nm y esté en funcién de la concentracidn de vitamina A. La lectura es
esencialmente para Retinol, los isémeros de Retinol, o Retintl ésteres pueden ser

determinados, pero los colorss desarrollados por Retinaldehido, dehidroretinol y



kil

1p lares pr absorbancia méxima a longitudes de onda mayores de
360 nm. Los ca idas reacci mas | que la vil A, formande

coloracién verde-azulosa que absorbe a longitudes de onda mdés cortas, por lo que en

)

la aplicacion de  este mitodo los car

().

tienen que ser previamente eliminados

El método es utilizado por su simplicidad y rapidez y para evitar el uso de
solventes caros, volétiles o 16xicos, al mismo tiempo que da resultados satisfactorios;
sin embargo el uso del tricloruro de antimonio como reactivo, es corrosivo y daba ser

usado con mucho cuidado y puede s daflos al equipo; la formacién del

oxicloruro de antimonio, hace muy dificil la limpieza del aparato y de las celdasy por
si fusra poco el color azul que se forma es muy inestabls y es necesario tomar la

lectura entre los 5 y 10 primeros segundos daspués de la adicién dal reactivo (18).

Algunos puntos criticos del método son: libertad de la mezcla con tricloruro deo
antimonio, un fotémetro bien calibrado, que dé lecturas directas y con baja intensidad
de radiacién a 620 nm (1).

2) Anhidrido malsico.- El anhidrido maleico reacciona con todos los Isémeros trans y
9-cis isbmeros, para formar aquellos compuestos que no dan color azul con el
tricloruro de antimonio (15). La actividad de la mezcla de isdmeros de vitamina A
puede ser calculada tomando en cuenta las relativas biopotencias de sus
componentes, ya que primero se hace reaccionar la mezcla con anhidrido malsico,
que reacciona con los cisy trans-isémeros formando un producto adicional que evita

la reaccidn con el tricloruro de antimonio (1).
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1.6.4_Cromatografia de liguidos da alta presién

Principto,-Es el método mds nuevo para la determinacion de vitamina A. Las

principal, gjas del método son: la relativa rapidez, buena separacion de los

componantes, algunos costos y paligros se reducen debido a las pequefias cantidades
de reactivos que son utilizados, los isomeros pueden ser separados mas fécil y mas
exaclamente que con otros métodos; el método puede ser modificado @ incluir otras

des de pro A(4).

vitaminas liposolubles, incluyendo los car

Las muestras son preparadas, hidrolizadas y extraidas en forma similar a los

métodos anteriormenta fonados. Una pequeila ali del extracto que contiene
vitamina A es inyectada en una coll corta y de didmetro pequeflo, empacada con
pequedias y finas particulas del absorbente; la ina A es répid. aluidas por

una mezcla de solventes a presion. Al mismo tempo que los componentes son
absorbidos, son monitoreados y medidos continuamente por un espectrofotémetro;
parte integral de este aparato.Los resultados son obtenidos gréificamente y los

son identificad. de r cién de los picos de elucion

(i 7

comparados con un esténdar conocido. Los datos de la grdafica son usados para

por los tiemp

Ia acién o son dados por una computadora fntegrada (3).

La vitamina A y sus darivados se encuentran en la naturaleza como compuestos
que tenen rangos muy diferentes de polaridad o como compuestos no polarss como
los ésteres y el deido retindico y sus derivados solubles en agua (rstinol beta
glurmrdn!dos).lDabido a esto, el andlisis de rati en tejidos bioldgicos da un

| femplo de la aplicacién de la cr grafia de ligquidos de alta polaridad

4

en una sola corrida (12).Otro ejemplo de la aplicacion de la cromatografia de
liguidos es en la determinacién de retinol, alfa-tocoferol y betacaroteno en suero
utilizando longitud de onda programada ultravioleta/visible y deteccidn

amperométrica-electroquimica con un elactrodo de carbon (25). La cuantificacién de



vitamina A y E en muesiras de suero o pl pueda ser dater da por clarificacién

de lizade dicién de Hlo

con la

¥ HPLC; las proteinas del suero son

conteniendo acetato de alfa-tocaferol (estdndar interno) y las vitaminas son extraidas

subsecuentemente con una matriz orgéni d on de etilo:b !

Sondo decnud

spués a la

(1:1) sin necesidad de evaporar los solventes organicos, y pr
elucion de las muestras en una fase mévil de metanol-agua (93:5) (33).Un mitodo
muy rdpido y muy sensible que existe para la determinacién de vitamina A y acetato de
vitamina A es la utilizacién de HPLC con un detector flucrométrico. La deteccién de
#stos dos compuestos se puede hacer a la longitud de onda de excitacién de 348 nm y
de emisién de 470 nm. Las muestras de plasma son empleadas para evaluar la
exactitud, reproducibilidad y aplicabilidad del método Menos de un nanogramo de

vitamina A en el plasma puede ser cuantificado por medio de este método (8).
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IV. PARTE EXPERIMENTAL

E! experimento se hizo con el objeto ds probar el comportamiento de absorcién de la

Vitamina A da en la formulacién desarrollada eén este trabajo, comparada

contra otra de referencio, ya existente en el mercado. Las dos férmulas mencionadas

la misma idad de ingredisnte activo.
Es importante mencionar que por razones de seguridad de los laboratorios
involucrados, de aqui en adelante la formula desarrollada para este trabajo se
llamara de "prueba", y la formula que ya existe en el mercado y que sera tomada

como comparativa, se le llamara de "referencia”

IV. 1 Aparatos y materiales.

- Fluorémaetro

- Centrifuga

- Microferingas de 500 ul.

- Tubos de centrifuga de 2 mi.

- Agltador meccmico.(bortex)

- Pipetas volumétricas de 0.5, 0.1y 2.0 mil.

- Pipetas graduadas de 10 ml.

- Tubos de ensaye

- Jeringa vacutainer

- Tubos vaculainsr

-Jaulas de acrilico con tapay fondo de malla de metal.(fig 1y 2)
- Bebederos especiales para el tipo de jaula a utilizar.

- Tijeras de diseccién
- Tabla de diseccién

- para lef

)




Fig 1 - Jaulas indmiduales de acrilico con 1apa de malla de metal ¥ behederos

especiales

Fig 2+ Fondo de malla de motal que evita que los animales o coman las heces

Jecales.



V.2 Material Biolégico y reactivos.

- Ratas macho de la cepa Wistar de 21 +/- 1 dia de nacidas.
-Agua

~ Formila de Vitamina A hidromiscible de prueba.
- Férmula de Vitamina A hidromiscible de referencia.
- Tlamina

- Piridoxina

= Pantotenato de Calcio

= Acido Nicotinico

- Colina (cloruro )

- Biotina

~Acido Félico

~ Inositol

- Acido p-amino banzdico

- Vitamina K

- Vitamtna B12

- Alcohol 950.

= Acido Acético concentrado.

~ Cassina

- Aceite de semillas de algodin

- Sacarosa

-Almidén

- L- Mationina

- Vitamina D

- Carbonato de Calcio

- Fosfato dibdsico de potasio

- Sulfato de Magnesio
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= Cloruro de sodio
~Cltrato férrico

- Yoduro de potasio

- Sulfato de manganeso
- Sulfato de cobre

- Cloruro de Zinc

= Etanal

- Hexano

IV.3 Disefio del experimento

Para el experimento se uiilizaron ratas macho racién destetadas de la raza Wistar, con

un peso promedio de 56 +/-5 g.

Para el ensayo s ulilizé un lote de 48 animales colocados en jaulas de acrilico
(fig. 1) con fondo de malla Al inicio del periodo experimental, se sacrificaron seis de
estos animales, hacténdoles primero una puncién cardiaca para la obtencién de
sangre, y después decapitdndolas para hacer la diseccidn y obtenar ¢l higado (fig. 3} ;
y se obtuvieron las 12 muestras necesarias para la determinacion de Vitamina A en
higado y suero por método fluorométrico, ya que el higado es almacén de la Vitamina
Ay la sangre ¢l vehiculo de la misma. Dichas muestras fueron guardadas al abrigo de

la luz.

Las 42 ratas r Jueron alimentadas ad libitum (fig. 4}, por seis semanas

(periodo de depauperacién que se considera suficiente para que las ratas consuman

v Ae )

sus resrvas de vitamina A ), con una dieta carente da V A pero

cuantitativa y cualitativamente en todos los otros nutrientes esenciales para la rata.



Fig d.- Ratas alimeniadas ad libitum con una dieta carente dv vitamane A



Los componantes de esta dista fueron:

- Caseina 18%

- Acoite de semillas de algodon 3%

- Sales Minsrales 4%

- Sacarosa 10%

- Almidén 62.7%
- L-Mstionina 0.3%

- Vitamina D 0.4%

- Solucién de Vitaminas: 50 ml/kg
+ Tiamina 0.6 g/t
+ Piridoxina 0.6 g/t
+ Pantotenato de Calcio 0.6 g/t
+ Acido Nicotinico 1.0g/M
+ Colina (Cloruro) 30 g/t
+ Biotina 2mg/t
+ Acido Félico 4 mg/it
+ Inositol 8gM
+ Acido p-amino benzdico 6g/lt
+ Vitamina K 1 mg/lt
+ Vitamina B12 0.6 mg/lt
+ Alcohol 950 840 mi/t

+ Acido Acético Concentrado 100 mi/t
+ Agua Destilada C.S.P. 1000mi

9
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Composicién de sales minerales:

* Carbonato de Calcio 32.5%
* Fosfato dibasico de Potasio 35.0%
* Fosfato de Calcio 8.1%
* Sulfato de Magnaslo 2.9%
® Cloruro de Sodio 18.2%
* Citrato Férrico 29%
* Yoduro da Potasio 0.08%
* Sulfato de Manganaeso 0.27%
* Sulfato de Cabre 0.03%6

Para la preparacidn de la vitamina, se hace una solucfén al momenio de la
preparacion del alimento, con objsto de facilitar su integracién con los demas

elemantos de la dieta. Se disualve el inositol y el deido p-amino benzdico en agua

destilada caliente, luego sa aflade el resto de las Vitaminas disueltas en otro velumen
de agua destilada . ARadir el alcohol, el éeido acético y llevar a vol con agua
destilada.

Los componantes de la dieta deben de ser pesad: dad ¥y despué.

integrarlos perfectaments en una mezcladora para asegurar su homogensidad;
posteriormente se forma un granulado y se hacen trociscos con la mexcla, para que
pusdan ser roidos por las ratas. Las distas debsn ser mantenidas en un lugar fresco y

en reciplentes cerrados para su major conservacién. El ali serd colocad

posteriormenta en la parte superiror de la joula para que pueda ser tomado por los

animales ad-libitum.
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Al final de las seis semanas de consumir la dieta libre de Vitamina A, se
sacrificardn seis animales al azar y se determinaré en ellos ratinol en higado y en

A en los animales di és del

4

" 4

suero, para comprobar la tracién de

periodo de depauperacion.

El resto de los animalss se distribuyeron en tras subgrupos al azahar, de doce

animales cada uno. Los tratamientos de cada grupo son los siguientes: (fig. 5 )

GRUPO 1:
Dieta A. Dieta sin Vitamina A. Esta dieta contiene todos los nu-

trientes de la dieta exeptuando vitamina A.

GRUFO 2:

DietaA + 10% en peso de sacarosa fortificada con 15 ug (50 U.J)
de vitamina A, la cudl fue agregada en el momento de dar
el alimento a los animales. Esta dieta contiena la formula a pro-

bar.

GRUPO 3:
Dieta C. Dieta control con Vitamina A. Esta Dieta contiene 10%
en peso de aziicar fortificada con 15 ug (S0 U1} de Vitamiana A
de referencia por gramo de anicar. Esta diata contiena la

Jormula de raferencia.



Fig. 8 - Separacion de los animales de acuerdo a la dietn correspondiente.
Las ratas se alimentaron con estas dictas por un periodo de 5 semanas y seis
animales de cada grupo se sacrificaran en cada periodo por decapitacion a las 3y §

semanas de iniciada la prueba.

Los parametros a evaluar son: peso corporal, peso del higado, retinol en suero

sangineo ) retinol en higado

Durante el periodo del experimento ( 11 semanas ) se pesan las ratas dos veces

por semana y se registra este peso como una medida de control.

Se considerara el enseyy isfactorio , cuando los patrones de crecimiento y de

recuperacion de retinol en higade sea mavor o tgual al 95% de los resultados

obtenidos en la preparacion de palmitato de Vitamina A de referencia.

El siguiente esquema muestra In distribucion v los periodos de sacrificio de los

animeales en experimentacion:( fig. 6)



DIETA 8

9 ANBUALED O ABIALEN
8SEMANAS ISEMANAS 2SEMANAS
To ™ T2 T3
DIETA A
DIETA C

Fig 6.- Distribucion de animales y tiempos de acuerdo al protocolo original.

IV.4 Valoracién del Palmitato de Retinol.

Para la valoracién de retinol, tanto en suero como en higado, se aligio el
método flucrométrico, considerado ¢l més adecuado y sensible a la concentracién de

vitamina A en las muestras que se van a trabafar, ya que seé puede detectar hasta un

microgramo de retinol por gramo o por mililliro de mussira (1).

V.3 Metodologia

*Nota: Todo el método fluorométrico, se llevd a cabo con material protegido de la luz.

1.- Las ratas utilizadas para el muestreo son pesadas previaments, registrando su

peso.

n
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.2.- Se anestesian las ratas con eter, y enseguida se hace una puncion cardiaca para

obtener las muestras de sangre.

3.~ Una vez réalizada la puncion rdiaca, los animales son di dos y
diseccionados, con el fin de exiraer el higado (fig.7). Después de que el higado es
extraido del animal, es colocado en un vaso de precipitados 1apado, se pesa y se

conserva en hielo seco, mieniras se trata para su valoracion. (fig 8)

Fig. 7.~ Rata desnucada, para realizar la extraccion del higado.
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Fig. 8.- Higado extraido y listo para ser homogeneizado. Antes de esto es pesado v

conservado en hielo seco.

¥.- Una vez exiraidas las mucstras. la sangre se incuba a 37 grados C durante 30
min., para obtener la retraccion del coagulo (fig. 9); pasado este tiempo. los tubos se
centrifugan a 3,000 r.p.m, durante 10 min.; el codgulo se desecha y el suero se guarda
en tubos de ensaye 1apados y se coloca en el refrigerador. El higado se pesa y se
homogeniza con una solucion buffer de fosfatos (S.B.F.)0.5 M al 10% piv ; ol
homoganeizado debe tener un pH = 7.5.
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Fig. 9.- Extraccién de sangre por puncidn cardiaca, para después ob ol codgul

por retraccidn del codgulo.

S.- Medir una alicuota de 1 ml. del homogencizado y transferir a un matraz aforado

de 10ml.; aforar con S.B.F.

6.- En tubos de ensaye de 2 ml, con tapdn y marcados como H1, H2, SI1 y S2
adicionar:
- A los tubos marcados con el no. 1 adicionar 60 ul de una solucién estindar de

Imi Vitamina A fendo 0.9 mg/ml.

P

- En cada uno de los tubos adicionar 0.5 ml de higado homogenizado y suero

respectivanionte.



7.- Extraer por agitacién con 0.5 ml. de etanol cada uno de los tubos para precipitar

las proteinas de la sangre, durante 15 min.

8.- Hacer 3 extraccionss de 0.5 ml. de hexano c/u, agitando duranta 15 min. en cada
caso; juriar los extractos orgdnicos, para llevar a un volumen final de 3ml (volumen

necesario para poder tomar la lectura en el fluorémetro.

9.- Medir una alicuota de 0.5 ml. del hexano y adictonar 2.5 ml de benceno para
llevar a un volumen final de 3 ml. (volumen necesario para poder tomar la lectura en

¢l fluvrématro)

10.« Daterminar la fluorescencia de cada una de los muastras en un fluordmetro

adecuado, a 350 nm. de excitaciony 450 nm de emisidn.

11.- Obtensr la concentracién de retinol por g de higado y por ml de suero, leyendo en

una curva patrdn ( U F. vs concentracion de retinol en ug/ml} hecha con el mismo

dndar, con 5 { diferantes.

V.6 Comprobacién del método anallitico

Con ¢l fin de comprobar los métodos de extraccidn y valoracidn de los nivelss
de Vitamina a, se realizd un estudio que consistié en determinar el contenido de
palmitato de retinol tanto en el susro como an el higado de 30 ratas macho dae la cepa
Wistar de 214/- 1 dias de edad.

Los resultados obtenidos fueron:



CUADRO No. 1

DETERMINACION DE VITAMINA A TOTAL EN SUERO E HIGADO DE RATAS

Edad: 21 dias

Cepa: Wistar

No. Ratas

13
19

Fuente

Suero
Higado

38

MACHO.
Concentra- E.E. C.V. P99y
clén vitA. LS LI
ug/mly ug/g
14+/-033 009 23 17 11

85 +/- 14 4.7 16 101 69



V. RESULTADOS DEL FRIMER EXPFERIMENTO

) 1,

Sigutendo el protocolo anteriormente los animales fusron
alimentados durante 6 semanas con la dista carsnte de Vitamina A (grupo 1),
realizando el sacrificio de seis animales en este momento para valorar la pérdida
de vitamina A. Posteriormente se dividié el lote de animales en tres grupos
administrandoles  dista control (grupo 1), dista a probar (grupo 2) y dista de
reforencia (grupo 3) durante 3 més, realizand ¢l sacrificlo de

los animales restantes. Se obtuvieron los siguientes resultados:

CUADRONO.2

CONTENIDO PROMED!O DE VITAMINA A

GRUPO TIEMPO PESO VIT.AEN VII.AEN VII.AEN
NoO. (semanas)  (gramos) HIGADO  HIGADo SUERO

(ug’x)  (vg/higado)  (ug/ml

o 70 85 370 14
I 6 77 40 218 1.2
9 88 60 223 2.2
2 9 96 81.2 410 2.1

3 9 99 427 202 33



* Nota: La ssmana niimero 9 corresponde a la tercera semana después de qua se

empezaron a plicar las distas con la Vitamina A correspondiants.

4 i ién se pr grédficas de la vartacién de vitamina A en
higado ( grificano.l y 2) y susro (grdficano.3 ) de loe mismos y lax grdficas de
variacién de peso de las tres distas ( grdficas 4, 5 y 6 ) durante ¢l periodo
exparimental.

* CONTENIDO DE RETINOL EN HIGADO,
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CONTENIOO DE RETINGL EM susro.

Gréfica 3
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VAMAGION DE PESG GRUPO 3
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*Nota; En las grdficas no. 4, 5y 6, la variocion de peso esté reportada en dias y
no en ssmanas, como es ¢l caso de las demds gréficas, debido a que se tomo

regisiro del peso.de los animales cada tres dlas.

V.1 Discusién de resujtados

1) Contenido de retinol en microgramos por gramo de higado:
Los niveles de Vitamina A diurante las primsras 6 semanas del sxperimenio,

di iyeron drésti , de 85 a 40 ug por gramo de higado en el grupo 1,
benténdose un on dichos niveles durante las siguientes 3 semanas,
gur debido a que los les recuperaron los niveles de Vitamina A, a

causa del canibalismo que hubo entre ellos. El grupo 2 también demostrd un
imporiante incremento en los nivelss de vitamina A, sin embargo,sl grupo 2 se
mantuvo con la misma concentracién de retinol con la que se inicié la segunda
parte del experimento, que fusla administracion de distas con vitamina A.
(GraficaNo. 1)



2) Contenido de retinol por higado:
Sa pueds observar que los niveles de Vitamina A durante las primeras 6
semanas en el higado de los animales del grupo 1, disminuyeron de 360 ug a 210

ug 1ho T despuds una durante las ires semanas

b del experi, Durante este siltimo pariodo los nivelas de Vitamina

A en ¢l higado total de los animales dsl grupo 3 conttmian disminuyendo a una
velocidad manor; en los animales del grupo 2 se observa una elevacidn de dichos
niveles de Vitamina A.( Grdfica No. 2 )

3) Contenido de retinol en suero:

- En relacidn con los nivelss de Vitamina A en suero expresados como sug/ml,
s¢ observa una disminucién menos marcada que en ¢l caso dal higado total que va
de 1.4uga l.2ug. ensuero. (GrdficaNo. 3).

La administracién de Vitamina A tanto del grupo 2 como del grupo 3,
indujeron un incremento en los niveles séricos de Vitamina A, siendo esios nivelss
mayores en los animales del grupo 3. El incremento de Vitamina A en el suero de
los animales alimentados con Dista A, resulta un tanto inexplicable, pero muy
probablemente se debe al canibalismo que se observd entre los animales del grupo
1.

4) Variacién de peso:

Durants la primera parte del experimento la caida de paso fus muy dristica,
logrando posteriormente una ligera recuperacién y estabilided de peso en los
ultimos dias de la primera parte del estudio. En la segunda parte del expsrimento
fue relativaments diferents, pero es importante tomar en cuenta que el paso inicial
de los animales no fue uniforme, y debido a ssto los animales con mayor peso,

tuvieron ventaja sobra los menos pesados provocando diferencias de peso muy
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marcadas. De cualquicr forma la variacion de peso se comporia de forna

proporcional entre los dos grupos. ( Graficas No. 4.5 3 61.

Fig. 11.- El cr de los animales fue muy defi , por lo que el tamafio de

estos después de 40 dias de experimentacion fie casi el mismo que al principio del

experimento. Se puede observar ademas que la raia ha perdido pelo durante dicho

periodo.

V.2 Observaciones.

Los animales consumieron agua y alimento regularmente, manteniendose
estas condiciones durante toda la primera parte del experimento. En el momento de
hacer la valoracion en la dieta A, a las seis semanas de iniciado el experimento, se

obituvo una disminucion del 53% en los niveles de Vitamina A en higado y 30% en

suero, como se esperuba, pero sin embargo los animales pr on los sfg
problemas:

Apr 1 alas 6 las ratas tuvieron que ser cambiadas del
Bjoterio en el que estaban instaladas, y después de este cambio, las ratas se




nojaban vistblemente estresadas. do cual provoce gue los ammales se wtavaran
entre st A los 47 dhas lus ratas mosiraron un comportaniento anormal: anorexia,

tmeovilidad  (fig. 12y 131 camnado lento y wrpe. gpos casi completamente

cerredos (Hig. 141 fesiones enfa prel iy 131y inadmenie la mueree 1 Gy 1D

Fig 13- Agrupanento de fos amafen naos probahlemenie debrlo a que tentan

10 por cansa de la nenmoma



Fig. 14.- Caminado lento, movimienios  muy torpes ¥ ojos casi completamente

Fig. 15.- Lesiones en lu piel,

Para poder determinar la posible causa de la muerie, se realizo la necropsia
con el auxilio de un Médico-Veterinario-Zootecnisia, detectando lo siguicnie:

Congestion pul yhepatica (fig.16.17 v 18)

P

Hemorragias internas

Dermatitis



Fig. 16.- Congestion pulmonar y hepatica.

Fig 17.- Derecha: pulmon congestionado. Izquierda: pulmon normal

47



48

Fig. 18 - Derecha. Higadlo congestivnado. Izquierda: Figado normal.

Por lo tanto se conclye que las -ratas: muricron: a . consecuencia de

Neumonia.

Poswerior a lu necrapsia. se reals

pulnton v prol.

" MUESTRA.

AL Pt', '!'O yymnmayl;nu‘r_-;s @'ial Moderara

S ol no:";\i:)}grvaiitl. - )
B i{/C;.-lD() C'angu.-;lihn bu;)mivr; Centilobilillar

Ci PIEL - . Hipergqueratosis moderada difusa
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Se concluye asi mismo que el proceso infeccioso de Neumonia se desarrollé

debido a las bajas defe de los animales , principall por deficlencia de

r

Vitamina A en una cepa que normalments tiende a presentar este tipo de

enfermedades.

V.3 Propuesta
Debido a todos los probl que ¢ itaron durante la realizacién del
experil , Se iderd o hacer alg dificaciones al pr I

original, con objeto de poder llegar de forma satisfactoria al término del

diRocret.
J

experimento. Dichas

fusron las sig

1) Mangjar tres ratas por jaula, colocando divisiones para que las ratas estén

aisladas y evitar as el posible canibalismo.(fig.20)

2) El periddo de carencia de Vitamina A, se reduce a 4 semanas.

3) Administrar un tr con b durante 5 dias, para eliminar el

proceso infaccioso.

4) Administrar la Vitamina A en el agua y no en el alimento, con el fin de asegurar

su ingestion.

5) Los periodos de adminitracién de Vitamina A serin de 2 semanas.

6) Los animales serén di dos para su sacrificio. (fig.19}



Fig. 19.- Decapitacion de los animales para obtencion de sangre v cuantificacion

de retinol en suero.
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VI. RESULTADOS DEL SEGUNDO EXPERIMENTO

El segundo exper realizado, se llevé acabo bafo las mismas
condiciones propusstas en el protocolo, efectuando lax modificacionas
.anteriorments das, obteniéndose los sigui resultad

CUADRO NO. 3

‘CONTENIDO PROMEDIO DE VITAMINA A

GRUPO TIEMPO PESO VILAEN VIT.AEN VIT.AEN
No. (semanas) (greamos) HIGADO  HIGADo SUERO
(wg/p)  (ug/igado)  (ug/mh

79.83 23.2 88.9 141
1 4 748 1.02 312 1,26
2 6 78.43 336 114.2 2.7

823 98.5 352.1 25
3 6 105.5 28.73 148.5 246

114.3 98.06 372.5 2.41



o i

Fig. 21.- Se presento por segunda ves el comportamiento de inmovilidad en algunos
o 2 por seg &

de los animales.
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4 cion se pr gréficas comparativas de variacién de peso y
contenido de retinol en susro e higado.

CONTENIDO DE RETINOL EN HIGADO,

Grifica?
100
©
Retinol g9 —4-CRUPO 1
ug © ~#-GRUPO 2
—4-GRUPO 3
2
o
(] . [ s
Tiempo{sarmanss)
CONTENIDO DE RETINGL EN HIGADO.
Grfica
[ ]
]
Retinol 400 —-GRUPO 1
ughigedo 300 —~-GRUPO 2
00 ~$—GRUPO 3
100
(]
° ¢ [] (]

Tempo{semenne)
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COMTEMIDO DE RETINOL EN suero,
Ortfice ¢
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VARIACION DE PERO GRUPO 3
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V1.1 Discusion de resultados.
1)Peso:

En las primeras cuatro ssmanas del experimento , los animales del grupo 1
tuvieron un cumento de peso del 79% en promedio, por lo que pusde concluirse ques
se mantuvieron en su peso iniclal y que al ser animales en crecimisnto debieron de
haber crecido mas, pero no fus asi debido a que la falta de vitamina A provocd un

retardo en el cr f de los mi.

Durante las sig cuatro del expsrimento el aumento de peso

en los grupos 2 y 3 fus mas significativo, siendo en este caso de un 15%

aproximadaments, pero lo mds importante en este punto es que el patron de
crecimisnlo entre los dos grupos es muy similar  ( Graficas No. 10, 11 y 12).

2) Conanido de retinol en microgramos por gramo de higado:

Durante las primeras 4 semanas que durd la fase de carencia alimenticia
de Vitamina A la concentracién de retinol disminuyé hasta obtenerse una
concentracién prdcticamenta nula de retinol. A los 14 dias de administrar la dista
con Vitamina A en los grupos 2 y 3, el contenido de Vitamina A se incrementd a 33

y 28 uglg y a los 20 dias se elevo a 98.5 y 98 ug/g respectivaments. (grdfica no. 7}



3) Contenido de ratinol en microgramos por higado:

La concantracion de retinol por higado, tuve un comportamiento muy
semejanta al qua presentd la concentracidn de ratinol, por gramo del mismo, sin
embargo, durante la ultima fase dsl experimento, se puede observar que el
contenido de retinol por higado es mayor en el grupo 2 que en el grupo 3,

dohidnd: 1

eslo 4

a que &l peso promedio del higado del grupo 2 es
mayor al del grupo 3y por lo tanto la concentracién es mayor . ( gréfica no.8).

4) Contenido de retinol en suaro:

Durants las primeras 4 dal experi la disminucién de retinol

en suero, no fue tan drastica, como en el caso del higado, presenténdose una

disminucién de 0.89%. Sin embargo en las sigul 2 que se empezd a
administrar la dieta con Vitamina A, la -acldn obtenida fue de 2.70 y 2.46
ug/ml, y a los veinte dias, dicha concentracién fue de 2.49 y 2.41 wug/ml en lo

grupos 2 y 3 respectivaments (Grdfica no.9).
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VII. CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos en el presenta trabajo se concluye lo

siguiente:

1} Al aplicar una dieta carente de Vitamina A a los dos grupos de animalss

arer Hef el

sparados se logré di. ir s/ te la cantidad de Vitamina A en &l

organismo.
Sin embargo esta carencia de Vitamina A trafo consigo algunas
consectiencias negativas para ¢l experimento, como fuaron la baja en las defensas

de los animales y la muerte de algunos da allos, al ser atacados por agsntes

infecciosos, como el de la Ne fa, que es endémica en esta raza. Al perder a casi
todos los animales en el primer exper , Jug rio repetir ¢l exparimento
realizando algunas modificadic tales como:

a) Administrar la Vitamina A en ¢l agua y no en sl alimento,

b) Aplicar un tr 1 con antibidtico para abatir ¢l riesgo de mortandad.

¢) Reducir ¢f periodo de carencia alimenticia a 26 dias. Asi mismo, los periodos de
dninistracidn de Vitamina A fueron de 15 dias c/u.

d) Mansjar tres ratas por jaula, col do divisiones para las aislad.

Al mi iempo la defici de Vitamina A permitié observar las consecusncias
que acarrea la deficiencia de la Vitamina, como lo son: la dermatitis, la poca
resi: ia a las enfarmedades, la cegusra y la nscesidad orgdnico que las llevd al
canibalismo.

2) Después del periodo de carencia alimenticia la absorcién del palmitato de

ratinol en los dos grupos fue muy significativa, y lo que es mds importante, sl
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comportamiento de absorcion es muy semafante, no habiendo entre las dos distas
una diferencia mayor al 5% tanto en la absorctén en higado, como la absorcidn en

Suero,

3) Se puede conchuir que la formula hidromiscible de palmitato de retinol a prueba

tisene ur patron de comp muy o/ a la_formula de comparacién, y

por lo tanto es Biosquivalents en las condici sfoctuadas del estudi



39

ViI. BIBLIOGRAFIA

1) Augustin J.; Klein B.P.;Becker D A. and venugopal P.B. " Methods of Vitamin
Assay" ed. Wilsy Interscience. 4th. Edition. 1985,

2) Badui S.D. " Quimica de los Alimentos *. Ed. Alhambra Universidad.

3) Bankson D.D; Russell RM.; Sadowski JA.: "Detrmination of retinyl esters and
ratinol in serum or plasma by normal-phass liguid chromatography:method and
applications.” Clin. Chem. Jan 1986, 32 (1 P1 1) p 35 - 40.

4) Biesalski H.; Greyff H Brodda K; Hafher Q.; Bassler KH.: "Rapid
determination of Vitamin A (retinol) and Vitamin E (alpha-tocopherol) in humar
serum by isocratic adsorption HPLC." Int. J. Vitam. Nutr. Res. 1986, 56(4) p 319-
27.

5) Bollag W. ' Retinoids and Cancer” Cancer Chemother Pharmacol 3:207-213,
1979.

6) Braverman J.B.S. " Bioguimica de Alf) " Ed. ¢l Manual Moderno.

7) Chytil F. and Ong D.E. " Callular Retinol and Retinoic Acid Binding Proteins in
Vitamin A action " Fad. Proc. 38: 2510-2514, 1979

8} Collins CA. and Chow Ch. K. " Dstermination of Vitamin A and Vitamin A
acétate by HPLC with fluorescence detection” J. Chrom. 317 (1984) 349 - 354.

9) Cooper AD. and Y. P.V.S. " Rates of r I and Degradation of Chylomicron
- Remams by Isolated Pefused Rat Liver” J. Lipid Res, 19:635-643, 1978.

10) " Dicclonario de Especlalidades Farmacéuticas " P.LM. 3Sava. Edicion
Mexicana, 1989.

11) Driskell W.J,; Hewent J.S. and Bashor MM. " Evaluation of a direct
Sluorometric method for determination of serum retinol ". Clin Chem. Vol 32, No. §,
1986.




12)  Esterification of ali-trans retinol and its isomerization to 1l-cis retinol "
Nutr. Rav. 1990, Mar;48(3): 166-8.

13} " Food and Nutrition Board: R ded diatary all ” Ninth revised
edition. National Academy of Sci , National R: ch Council, 1980,

14) Furr HC.; " The affacts of distary faity acid composition on liver retinyl ester
composition in the rat" J. Nutr. 1989 Apr; 119(4): 581-5

15) Furr HC.; ” The effacts of dietary fatty acid composition on liver ratinyl sster
composition in the rat” J.Nutr. 1989 Apr;119(4).581-5.

16} Garlach T.; Blesalski HK.; basslar KH.: " Serum Vitamin A determinations
and their value in determining Vitamin A status.” Phys. Chems. Ins. Marm 1988,
27(1) p 57-70.

17) Handbook on Human Nutritional Requairements" World Health Organization
Monograph. Serie No. 61, Genova, 1974,

18) Hashmi M.U.H. " Assay of Vitamins in Pharmaceutical Preparations. Ed. Jhon
Wilay and Sons. 1973,

19) Heller J. " Characterization of rat liver cytosol retinyl ester lipoprotein
complex.” Arch. Biochem. Blophys. 198: 562-571, 1979.

20) Kaplan-Pesce. "Quimica Clinica”, 1988. Ed. Panamericana: 776-81

21) Keilson B., B.A. Underwood and J.D. Losrch: " Effécts of retinoic acid on the
movilization of Vitamin A from de liver of rats.” J. Nutr. 109: 787-795, 1979,

22) Lenhinger."Bioguimica” Ed. Omega. Barcelona Espafia. 10ma. reimpresién,
1985: 538 -562.

23) Leo MA.;Kim Ch.L.; Ligber, Ch. S. "Role of Vitamin A degradation in the
control of the hepatic levels in the rat”. J. Nutr. 1989, March.

24) Lewis KC.; Green J.B.; Lech LA.; "Retinol metabolism in rats with low

Vitamin A status: a compartamental model. J. Lipid Res. 1990, Sept.; 31(9}: 1535 -
48.



61

25) MacCrehan WA.; Schonberger E.: 'Datermination of retinol, alfa-tocophsrol,
and betacarotens in serum by liquid cromatogrphy with absobance and
electroch ! di ion.” Clin. Chem. Sept 1987, 33(9) p 1585 - 92.

26} Mahoney C.P.;Margolis M.T.; Kauss T_A.; and Labbe R.F.:"Chronic Vitamin a
Intoxication in Infants Fad Chicken Liver". Pediatrics 65:893-896,1980.

27) " Masked Hipervitaminosis and Liver injury”. Nutrition Reviews 40:303-
3051982

28) McAlpin A.S.: Sawyer L. " Beta-lactoglobulin a protein drug carrier?" Blochem
soc. trans. 1990 Oct: 18(5):879.

29) Mejia LA.; Arroyave G. "The effect of Vitamin A fortification of sugar on iron
matabolism in preschool childran in Guatemala".J, Clin. Nutr. 36: july 1982, pp 87-
93

30) Moore T." Vitamin A" Elsevier, Amsterdam, 1957

31) Muto Y.; Smith J.E.; mlich P.O. and Goodman D.S. "regulation of retinol
binding protein metabolism by Vitamin A status in the rat". J. Biol. Chem. 247:
2542-2550, 1972,

32) Napoli J.L.; Race K.R.; " Microsomes convert ratinol and retinal into retinoiic
acid, and interfere in the convertions catalyzed by cytosol" Bichim. Biophys. Acta
"1990 May 16: 1034(2)

33) Nierenberg D.W.; Laster D.C. "' detarmination of Vitamin A and E in serum
aand plasma using a siomplified clarification method and high-performance liquid

cromatography.” J. Chromatogr. Dec 13 1985, 345(2) p 257-84.

34) " Nomoenclature Policy:Generic Descriptors and trivial names for vitamins and
related compounds”.J. Nutr. 109:8 - 15, 1979.

35) Olson JA. and Gunning D. "Cellul spects of Vitamin A storage in rat liver.
Fed. Proc. 39:340, 1980.




62

36) Rajan N.; Bander W.S.; Soprano D.R.; Suhara A.; Goodman D.S.;"Cellular
retinol-binding protein messanger RNA levels in normal and retinoid deficient
rats." J. Lipid. Res. 1990 May;31(5): 821-9,

37} Rask L.; Anundi H. and Peterson P.A. "Primary Structure of Human Ratinol
Binding Protein”. FEBS Lett. 104: 55-58, 1979.

38) Rietz P.; Wiss O. and Weber F. " Metabolism of Vitamin A and determination of
Vitamin A status" Vit. Horm. 32: 273-249, 1974.

39) Rodriguez M.S. and Irwin M.1." Vitamin requirmnets of man" j. Nutr. 102: 909-
968, 1972

40) Smith J.E. and Goodman D.S.: " Retinol Binding Protein and the regulation of
Vitamin A transport.” Fed. }’roc. 38: 2504-2509, 1979.

41) Sommer A.; Hussaini G.; Tarwatjo I.;Susanto D. and Soagihartol.: "Incidence,

Prevalence and scale of binding malnutrition.” Lancet 1 1407-1408.,1981.

42) Sporn M.B. and N D.L.: "chemoprevention of cancer whit retinoids.” Fed.

Proc. 38: 2528-2534, 1979,

43) Strohecker R.; Henning HM.: "Vitamin Assay" Ed. Veriag Chemia 1965.

44) " The Pathophysiological basis of Vitamin A toxicity.” Nutrition Reviews 40:
272-274, 1982.

43) * The Therapeutic uses of Vitamin A". Acta Derm. Vansrol 55 (suppl 74): 11-
185, 1975.

46} Toro O.; de Pablo S.; Aguayo M. Gattén V.; Contréras 1.; Monckeberg F. :
¥Prevention of Vitamin A deficiency by fortification

on sugar. Afiel study." Arch. Latin. Nutr. Vol. XXVII Jun 1977 No. 2.

47) Tosukhowong P. and Olson JA.: "The Synthesis, Blological Activity and
Matabolism of 15-(6,7-14 C2)-and 15(2)-(21-3H)2 Methyl retinona, 15- methyl
retinol and 15-dimethyl retinol in rats. "biochem. Biophys. Acta 529: 438-453,
1978.



6

48) Vitamin A Deficlency and Xeroftalmia."World Health Organization, Technical
Report Series No. 672, Génova, 1982.

49) Wolf G. "Historical Nots on the Mode of Administration of Vitamin A for the
cure of nigth Blindness. Am. J. Clin. Nutr. 31: 290-292,1978.

S50) Wolzak A.; Bressani R.; "Efecto de la calidad y cantidad de proteina dialariq en
la tasa de deplscion de Vitamina A y disponibilidad Biolgica de los precursores de
Vi A." Arch. Lati ri Nutr.; 36(6): 451-31, Sept 1986.

51) Zille M.H. and Cullums M.E. " The function of Vitamin A: Current Concepts.” J.
Ch. 1984, 309: 299-307,




	Portada
	Índice
	I. Objetivo
	II. Introducción
	III. Generalidades
	IV. Parte Experimental
	V. Resultados del Primer Experimento
	VI. Resultados del Segundo Experimento
	VII. Conclusiones
	VIII. Bibliografía



